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期蛋白相互结合。AKAP95 蛋白是 PKA 的锚定蛋白，PKA 可磷酸化 Cx43 蛋白
的丝氨酸位点。 
为了研究细胞周期不同时相下 AKAP95 蛋白与 Cx43 蛋白的相互作用关系,
选用了 L-O2 细胞和 A549 细胞。为实现细胞的同步化，选用了含羞草碱、阿菲
迪霉素、噻氨酯哒唑和秋水仙碱四种细胞周期阻断试剂，分别将细胞阻断于 G1、
S、G2 和 M 期，同时用流式细胞术和细胞免疫荧光法测定四种试剂的阻断效率。




关系。通过实验发现，Cx43 蛋白和 AKAP95 蛋白在两种细胞中均存在相互作用
关系，且相互作用主要存在于分裂期。两种蛋白的定位和表达量随着细胞周期的
进行而发生变化，且在两种细胞内的变化不相同。 
为了研究 PKA 的活性对 Cx43 蛋白和 AKAP95 蛋白相互作用的影响，选用
了 PKA 抑制剂 H-89 和 PKA 激活剂 Foskolin 分别处理 A549 细胞，细胞免疫荧
光实验进行检测。经过实验发现 PKA 活性不改变 A549 细胞中 AKAP95 蛋白与




















Division and proliferation of tumor cells depends on the precise control of the cell 
cycle. Cx43 protein inhibits tumor through controlling the cell cycle. AKAP95 protein 
is closely related to cell cycle, and AKAP95 protein can be combined with cell cycle 
proteins. AKAP95 protein is a anchored proteins of PKA, PKA can phosphorylate 
serine of Cx43 protein. 
  In order to study the interaction of AKAP95 protein and Cx43 protein at different 
cell cycle phases, we selected L-O2 cell and A549 cell. To achieve cell 
synchronization, we chose four kinds cell cycle blocking agent:mimosine, aphidicolin, 
nocodazole and colchicine. The cells were blocked in G1, S, G2 and M phases while 
using flow cytometry and immunofluorescence method for the determination of four 
reagents blocking efficiency. In A549 cell, we use immunofluorescence experenment 
to obeserv the localization and co-localization of AKAP95 protein and Cx43 protein 
yn the cell cycle progress. Through immunoblotting and co-immunoprecipitation 
experiments, we study the expression and interaction of the two proteins in the cell 
cycle progress. In L-O2 cell, we use immunoblotting and immunoprecipitation 
experiments to study the location, expression and interactionof the two proteins in the 
cell cycle progression., We found that Cx43 protein interacts with AKAP95 protein in 
A549 cell and L-O2 cell. And their interactions mainly extend in mitosis. Location 
and expression of the two proteins changes with the cell cycle progression, and the 
changes in both cells are not the same through experiments. 
  In order to study the activity of PKA weather or not influence the interaction of 
AKAP95 protein and Cx43 protein protein, we chose the PKA inhibitor H-89 and 
PKA activator Foskolin to treate A549 cells, and immunofluorescence experiment for 
testing. The study showed that PKA activity can not change the location of AKAP95 
protein Cx43 protein in A549 cellslocalization, but can affect combination effects of 
these two proteins during mitosis. 
 

















缩略词 英文全称 中文全称 
Cx43 Connexin 43 间隙连接蛋白 43 
GJ Gap junction 细胞间隙连接 
GJIC Gap junction intercellular communication 细胞间隙连接通讯 
CDK Cyclin-dependent kinases 周期蛋白依赖性蛋白激酶 
cAMP Cyclic Adenosine monophosphate 环磷酸腺苷 
PKA cAMP-dependent protein kinase A cAMP 依赖性蛋白激酶 A 
AKAP95 A-kinase anchoring protein 95 蛋白激酶 A 锚定蛋白 95 
FCM Flow cytometry 流式细胞术 
IFA immunofluorescence 免疫荧光 
CO-IP Co-immunoprecipitation 免疫共沉淀 
DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚枫 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚 
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白 
FITC Fluorescein Isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 
TXRD Texas Red 德克萨斯红荧光素 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
Tris Hydroxymethyl aminomethane 三羟基甲基氨基甲烷 
DTT Dithiothreitol 二硫苏糖醇 
AP Ammonium persulphat 过硫酸铵 
TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine N, N, N', N'-四甲基乙二胺 
SDS- 
PAGE 
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1.1 细胞周期  
     细胞周期（Cell Cycle）是指细胞从上一次有丝分裂结束到下一次有丝分裂
完成的整个过程。真核生物的细胞的一个完整的细胞周期可以分为间期和 M 期
两个主要阶段。间期又可分为 DNA 合成前期（G1，含 G0 期）、DNA 合成期（S
期）和 DNA 合成后期（G2 期）。M 期为分裂期。同一细胞的细胞周期的不同时
相持续时间不同，且长短不一。不同的细胞，则细胞周期的进行时间不同。如人
成纤维母细胞的 G1、S、G2 和 M 期分别为 6.5h 、7h 、4h、4h；Hela 细胞的四
个时期的时间分别为 10.5h、7h、 3.5h 、1h；而白血病细胞的四个时期的时间
为 41h、29h、5.9h、未定[1]。一般来讲，不同细胞间，S、G2 期和 M 期的时间
变化相对较小，而 G1 期的时间差异则会比较大，因此不同种细胞的细胞周期时

























DNA 聚合酶、胸苷激酶等与 DNA 合成有关的酶的合成，以及组蛋白及非组蛋白
RNA 的大量合成。同时 H1 组蛋白会被磷酸化。这些合成为 DNA 的复制和细胞
的分裂做准备。此外，G1 晚期还会合成一种重要的钙调节蛋白，它是酶的调节
物[3]。G1 期还存在着一些关键事件，这些事件会影响 DNA 的合成与启动
 [4]。 





G2 期的细胞的形状没有发生改变。细胞内也会合成一定的蛋白质和 RNA 分
子，数量上与 G1 期相较会少很多，这些物质为细胞进入有丝分裂做准备。此时
每个染色体含有四个拷贝的 DNA。G2 期末存在着内部及环境因素的检验，存在
着 G2 期监测点，要检查 DNA 是否完成复制，细胞是否已生长到合适的大小，
还有环境因素是否有利于细胞分裂的进行，只有当所有有利于细胞分裂的条件得
到满足时，细胞才能实现 G2 期到 M 期的转化。而且一些与结构相关的物质以及












































































G0/G1 期的阻断试剂：维甲酸可以使 S19 细胞停滞于 G0/G1，原理是维甲酸
能使 CyclinD1 和 CDK4 的活性受抑制 
[12]。100µg/ml 的 Vp16 可将 A549 细胞阻
断于 G1 期，作用机理可能是抑制拓扑异构酶 2。含羞草碱、三尖杉酯碱、高三
尖酯碱及半合成的三尖三酯碱能将白血病细胞阻断于 G1 期。羟基脲、阿糖胞苷
能使 CHO 细胞阻断在 G1 期。5µg/ml 顺铂能将人腺癌细胞（LOVO）阻断于 G1
期。嘌呤霉素将人肿瘤细胞阻断于 G1 期[13]。 
 S 期的阻断试剂：羟基尿素，氨甲喋呤，阿菲迪霉素、博莱霉素、阿拉克霉
素均可将细胞阻断于 S 期[14]。胸腺嘧啶（TdR）是一种低毒性的 DNA 合成抑制
剂，它可以特异性的抑制 DNA 的合成，而不影响处于其他时期的细胞的细胞周
期的进行，可将被抑制的细胞同步化在 DNA 合成期。在培养的细胞中加入过量





胃腺癌细胞和肝癌细胞阻断于 S 期。三羟基异黄酮抑制黑色素瘤 B16 细胞于 S
期[15]。 
G2 期的阻断试剂：烷化剂（环磷酰胺和卡氮芥和六亚甲基二亚酰胺），顺式
铂氨，噻氨酯哒唑均能阻断细胞于 G2 期[16]。1µg/ml 的玫瑰树碱能使 L1210 细胞
阻断于 G2 期[17]。 
    M 期的阻断试剂：长春花碱，紫杉醇，秋水仙素[18]。 
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